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Mit organischen Polymeren beschichtet© anorganische monolithische 

Formkorper 



Die vorliegende Erfindung betrifft anorganische monolithische Formkorper, 
5 deren Oberflache mit physi- oder chemisorbierten organischen Polymeren 
beschichtet ist, sowie Verfahren zur Herstelfung derartiger Materialien. 
Die erfindungsgemaiJen Materialien eignen sich hervorragend als 
Sorbenzien fur die Chromatographic, insbesondere fur die 
HochdruckflQssigkeitschromatographie von biologischen Materialien: 

10 

Chromatographische Tragermaterialien bzw. Sorbenzien, die zur 
Auftrennung Oder Reinigung von biologischen Materialien, wie Proteinen, 
Nukleinsauren etc. eingesetzt werden, mussen neben guten Trenn- 
eigenschaften eine hohe Alkalistabilitat aufweisen. Grund dafDr sind 
15 insbesondere spezielle Reinigungs- und Sterilisationsveriahren, denen die 
Sorbenzien unterworfen werden. 



Beispielsweise wird bei dem sogenannten clean in place Verfahren das 
Sorbens in Abhangigkeit von der Saulendimension uber einen Zeitraum von 

20 10 Minuten bis zu drei Stunden mit 1 M Natronlauge behandelt Urn eine 
Verkeimung zu verhindem, werden die Tragermaterialien fur eine 
Langzeitlagerung in 0,1 M Natronlauge aufbewahrt. Nicht alle 
Tragermaterialien sind unter derartigen Bedingungen stabil. Beispielsweise 
sind anorganische Tragermaterialien auf Basis von Siliziumdioxid dabei oft 

25 nicht ausreichend stabil. 

Aus diesem Grund werden in der Biochromatographie haufig organische 
PoJymere, wie Dextran, Agarose, Cellulose, Polystyrol Oder 
Methacrylatester, oder mit derartigen organischen Polymeren beschichtete 
30 anorganische partikulare Materialien als Tragermaterialien eingesetzt. 
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Beispiele fur Polymer-beschichtete anorganische Partikel finden sich z.B. in 
US 4,308,264 Oder US 5,271 ,833. US 4,308,254 offenbart anorganische 
porase Partikel, z.B. aus Silika, Aluminium-, Magnesium- oder Trtan-Oxid, 
die mit Polysacchartd-PoJymer beschichtet sind. US 5.271 ,833 offenbart 
anorganische Oxld-Partikei, die mit einem organischen Polymer umgeben 
sind. 



10 
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Nachteil der rein organischen Polymere ist eine hauflg ungonstlge 
Porenstruktur und daraus resultierend eine zu geringe spezifische 
Oberflache. Zudem quelien insbesondere wenig vemetzte Polymere in 
bestimmten LOsungsmitteln stark auf. 



Bei Polymer-beschichteten Partikeln konnen diese Nachteile nur bis zu 
einem gewissen Grad durch den stabilen anorganischen Kern behoben 
werden. Insbesondere mussen zur Gewahrleistung einer ausreichend 
hohen Trennleistung zumeist recht kleine Partikel eingesetzt werden, was 
zu einer starken Erhohung des Saulenruckdrucks fQhrt. Insbesondere bei 
hohem Druck lagem sich die Teilchen relativ dichtzusammen. Dabei wird 
die flexible Polymerschicht, vor allem durch den unflexiblen anorganischen 
20 Kern stark deformiert uhd teiiweise sogar zerstSrt. Auch das ftihrt natOrlich 
zu einer erheblichen Verschlechterung der Trennleistung. 

Einen weiteren Ansafz offenbart DE 199 29 073. Hier werelen die Poren 
eines porosen anorganischen Stabs vollstandig mit einer Polymerphase 
aus untereinander verbundenen kugelformigen Teilchen gefQIIt. Zwar 
lassen sich.FormkOrper, deren Poren vollstandig mit Polymer gefQIIt, relativ 
leicht hersteilen, sie zeigen aber durch die vollstandig mit Polymerkugeln 
gefQIIten Poren nur eine mSIJige Eignung ftir chromatographische 
Anwendungen. Zum einen haben die Polymerkugeln in den Kanalen des 
Monolithen natQrlich dieseiben Eigenschaften wie Polymerkugeln, die direkt 
in eine Saule gepackt slnd. und somitauch dieseiben Nachteile. Zum 
anderen ist die Gefahr groil, dass gerade kleinere Kanale vollig verstopfen 
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und so ungleichm§&ige Druckveitialtnisse im Monolithen entstehen, dfe 
wiederum zu einer Verschlechtemng der Trenneigenschaften fuhren. 

Es wurde nun gefunden, dass die oben genannten Nachteile durch den 
S Elnsatz von Polymer-beschlchteten anorganischen monolithischen 
Formkdrpem behoben werden kennen. Die anorganischen porosen 
monolithischen Formkorper werden dazu gleichmaftig mit einer 
Beschichtung aus organischem Polymer uberzogen. Durch die 
vorgegebene rigid e Struktur des monolithischen Materials wird eine 
1 0 Verformung Oder Zerstfirung des Sorbens auch bei hohem Druck 

verhlndert. Zudem konnen durch geeignete Wahl der Porenstruktur des 
anorganischen Formkdrpers und der Beschichtungsverfahren Sorbenzien 
hergestellt werden, die selbst bei hohen Fluliraten nur einen moderaten 
Saulenruckdruck zeigen. 

15 

Gegenstand der voriiegenden Erfindung sind daher porose anorganische 
monolithlsche Formkorper, die mit mindestens einem organischen Polymer 
beschichtet sind. 

20 In einer bevorzugten Ausfuhrungsform handelt es sich bei den poresen 

anorganischen monolithischen Formkorpem um Materialien auf Basis von 
Si0 2 . 



In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform weisen die pordsen 
25 anorganischen monolithischen Formkorper eine bimodale Porenstruktur mit 
Mesoporen mit einem Durchmesser zwischen 2-und 100 nm und 
Makroporen mit einem mittleren Durchmesser von uber 0,1 j*m auf. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform handelt es sich bei den 
30 organischen Polymeren um Polystyrole oder Polymethacrylate. 
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ln einer bevorzugten Ausfuhrungsform fst das organische Polymer auf dem 
anorganischen Formkdrper physisorbiert. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist zudem ein Verfahren zur 
5 Heretellung von porosen anorganischen monolithischen FormkOrpem, die 
mit mindestens einem organ ischen Polymer beschichtet sind, das folgende 
Verfahrensschritte aufweist: 

a) Bereitstellen eines porosen anorganischen monolithischen FormkOrpers 

b) Tranken des porosen anorganischen monolithischen Materials aus 
1 0 Schritt a) mit einer BeschichtungslcJsung enthaltend zumindest 

organische Prapolymere oder Mono- und/oder Oligomere. . ' 

c) Beschichtung des Formkfirpers, wobei der Formk6rper wahrend der 
Beschichtung zumindest an den Langsseiten mit einem inerten Material 
dicht ummantelt ist oder in einem inerten LOsungsmrttel gelagert wird 

15 d) Waschen und Trocknen des Formkorpers aus Schritt c) zur Entfemung 
von Reaktionsruckstanden und Losungsmittel 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden in Schritt c) die Prapolymere 
oder Monomere und/oder Oligomere aus der Beschichtungsldsung auf den 
20 anorganischen Formkorper aufgefallt 

In einer besonders bevoizugten Ausfuhrungsform erfoigt die Ausfallung 
durch Temperaturerniedrigung. 

25 Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch die Verwendung der 
erfindungsgemalien Formkorper zur chromatographischen Trennung 
mindestens zweier Substanzen, insbesondere zur Trennung und/oder 
Aufreinigung von biologischen Materialmen. 

30 Formkorper im Sinne der vorliegenden Erfindung sind insbesondere 
Formkdrper, die als Einzelstuck fOr chromatographische Trennungen 
elngesetzt werden konnen und nichtwie Partikel in grofierZahl in eine 
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Saule gefullt werden. Insbesondere smd dies flache oder saulenfdrmige 
Formkdrper. Flache Formkorper haben ihre grdllte Ausdehnung querzur 
DurchfluSrichtung des Elutionsmittels. Besonders bevorzugt werden 
saulenfdrmige Formkdrper, die eine gleich lange oder langere Ausdehnung 
entlang der Achse haben, die von den Elutionsmitteln durchstrdmt wird. 
Die Grdfie und Dimension der Formkdrper entspricht den in der zum 
Einsatz in der Chromatographic Oblichen Dimensionen. Flache Formkdrper 
haben typischerweise eine Dickezwischen 0,2 und 20 \xm. saulenfdrmige 
Formkdrper haben typischerweise einen Durchmesserzwischen oil cm 
und 5 cm und eine Lange (langste Ausdehnung) zwischen 1 und 30 cm. 
Fur preparative Trennungen kdnnen die angegebenen Dimensionen 
entsprechend der Dimensionen bekannter Saulendimensionen 
Oberschritten werden. Fur miniaturisierte Anwendungen kdnnen die 
angegebenen Dimensionen bis In den Berelch von Kapillaren 
1 5 unterschritten werden. 

Die pordsen anorganischen monolithischen Formkdrper bestehen 
typischerweise aus anorganischen Oxiden, wie Aluminiumoxid, Titandioxid 
Oder bevorzugt Siliziumdioxid. 

Von grofter Bedeutung fur die Eignung der erfindungsgemaGen 
beschichteten Formkdrper als chromatographische Sorbenzien ist die 
Porenstruktur der anorganischen Formkdrper. Sie beeinfluBt zum einen, 
wie homogen die Polymer-Beschichtung auf den Formkdrper aufgebracht 
werden kann. Zum anderen hat sie EinflulS auf die Trennleistung und den 
Saulenriickdruck der beschichteten Formkdrper. ErfindungsgemaB 
geeignete Formkdrper weisen zumindest Poren auf, die auch nach der 
Beschichtung noch ein Durchstrdmen des Formkdrpers ermdglichen. 
Bevorzugt sind daher Materialien, die zumindest Makroporen aufweisen. 



30 



Als besonders vorteilhaft haben sich Materialien mit einer bimodalen 
Porenvertellung erwiesen, d.h. Formkdrper, die sowohl Makro- als auch 
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Mesoporen aufweisen. Durch die zusatzlichen Mesoporen gelingt es, bei 
geringem Flussigkeitsgegendruck eine hohere Oberflache zur VerfGgung 
stellen. 
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Besonders bevorzugt werden erfindungsgemaft daher anorganische porflse 
monolithische Formkdrpereingesetzt. dfe Makroporen mit einem mittleren 
Durchmesser von ober 0.1 urn aufweisen sowie Mesoporen fn den Wanden 
der Makroporen, wobei die Mesoporen einen Durchmesser zwischen 2 und 
100 nm haben. Derartige Materialien kdnnen beispieisweise nach einem 
Sol-Gel Prozeli entsprechend WO 95/03256 und besonders bevorzugt 
entsprechend WO 98/29350 hergestellt werden. 

ZurBeschichtung der FormkGrper geeignete organische Polymere sind 
organische Materialien, die als Oligomer und/oder Polymer auf den 
Formkorperaufgebracht werden kennen Oder organische Ollgomere 
und/oder Monomere, die durch Polymerisation oder Polykondensation auf 
den Fonmkdrperaufgebracht werden. Die organischen Polymere kdnnen 
auf dem Formkdrper chemi- oder physisorbiert sein. 

Geeignete organische Polymere sind beispieisweise Polystyrole, 
Polymethacrylate, Melamine, Polysaccharide, Polysiloxane sowie deren 
Derivate oder Copolymere zweier oder mehrerer geeigneter Verbindungen, 
wis beispieisweise eine Beschichtung aus Tetraalkoxysilan und 
Methyltrialkoxysilan. Geeignet sind auch Copolymere der zuvor genannten 
Stoffe mit Monomeren, die bereits for die Chromatographic geeignete 
Separationseffektoren tragen, wle z.B. Copolymerisate aus Polystyrolen mit 
Verbindungen, die lonenaustauschergruppen tragen. Bevorzugt sind 
chemi- oder physisorbierte Polystyrole oder Polystyrol-Derivate, besonders 
bevorzugt sind physisorbierte Polymethacryiate oder Polymethacrylat- 
Derivate, insbesondere Poly(methacrylat), Poly(2-hydroxyethylmethacryiat), 
ein Copolymer aus 2-Hydroxyethylmethacrylat und Ethylmethacrylat oder 
Poly(octadecylmethacrylat). 
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Die Polymerbeschichtung kann erfindungsgemafl auf verschiedene Weise 
erfolgen: 

1) durch Polymerisation bzw. Polykondensation von physisorbierten 
5 Monomeren und/oder Oligomeren ohne Ausbildung von kovalenten 

Bindungen zum anorganischen FormkoYper 

2) durch Polymerisation bzw. Polykondensation von physisorbierten 
Monomeren und/oder Oligomeren mit Ausbildung von kovalenten 
Bindungen zum anbrgahischeri Formkorper" 

10 3) durch Immobilisation (Physisorption) von Pnapolymeren ohne Ausbildung 
von Bindungen zum anorganischen Formkorper 
4) durch Chemisorption von Prapolymeren auf den anorganischen 
Formkorper 

Eine Losung, die fur die erfindungsgemalie Beschichtung der Formkorper 
15 eingesetzt wird enthalt demnach entweder organische Prapolymere Oder 
Monomere und/oder Ollgomere. Zudem enthalt sie typischerweise ein 
geeignetes LOsungsmrttel und optionale weitere Bestandteile, wle z.B. 
Radikalstarter. Sie wird erfindungsgemafc als Beschichtungslosung 
bezeichnet. ' 

20 

Prapolymere bedeutet hierbei, dass bereits oligomerisierte und/oder 
polymerisierte Verbindungen eingesetzt werden, die nach dem Einbringen 
in den Formkorper keiner weiteren Polymerisationsreaktion mehr 
unterzogen werden, d.h. nicht mehr welter miteinander vemetzt werden. Je 
25 nach Art des Aufbringens werden sie an den Formkorper adsorbiert 
(Physisorption) oder kovalent gebunden (Chemisorption). 

Monomere und/oder Oligomere dagegen sind.zur Polymerisation Oder 
Polykondensation geeignete Verbindungen, die nach dem Einbringen in 
30 den Formkorper durch Polymerisation oder Polykondensation weiter 

vernetzt werden. Oligomere sind dabei Verbindungen, die vorab bereits 
durch Vemetzung von Monomeren erzeugt wurden. 
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Es wurde gefunden. dass Verfahren zur Beschichtung von Partikeln nur 
schlecht auf die Beschichtung von monolithischen Formkdrpem Obertragen 
werden konnen. Grund dafQr ist insbesondere die schlechte Zuganglichkeit 

5 des Inneren eines FormkOrpers. Urn beschichtete Formk6rper mit guten 
chromatographischen Trenneigenschaften zu erzeugen, muft die 
Beschichtung des Formkorpers bezOglich lhrer Dicke und ihrer chemischen 
Zusammensetzung liber den gesamten FormkCrper homogen sein. Da der 
Formkdrper erfindungsgemaft nlcht vollstandig mit dem organischen 

1 0 Polymer ausgefulft wind, mufc. urn ein Verstopfen der Poren des 

Formkdrpers zu verhindem, die Vertellung der Beschichtung im Inneren 
des FormkOrpers bestmdglich kontrolliert werden oder dem organischen 
Polymer ein Poragen zugesetzt werden, das Durchgangsporen bildet. 

1 5 Verfahren zur Beschichtung von Partikeln belnhalten haufig das Aufbringen 
einer Polymerfosung oder einer Losung a us Monomer und Radikalstarter. 
Anschliefiend wird das L6sungsmittel entfemt. Dieses Verfahren lalit sich 
bei der Beschichtung von Formkdrpem nicht anwenden. Bei derTrocknung 
von monolithischen Formk5rpern erfolgt der Verdampfungsprozess des 

20 Ldsungsmittels Uber eine relativ kleine Oberflache (der 

MonolithauSenoberflache). Durch die Trocknung wird aus dem Inneren des 
Formkorpers immer wieder PolymeriSsung nachgezogen (Loschblatteffekt), 
was eine Herstellung von homogenen Beschichtungen nahezu unmoglich 
macht. 

25 

Es wurde gefunden, dass fur die homogene Beschichtung von FormkSroem 
Verfahren geeignet sind, bei denen die Beschichtungslbsung in den 
Formkorper eingebracht wird und die Chemi- oder Physisorption der 
Polymerbeschichtung erfolgt, ohne das Losungsmittel der 
30 Beschichtungsldsung zuvor zu entfemen. Erst nach erfolgter Chemi- oder 
Physisorption wird das Losungsmittel entfemt. 
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Insbesondere sind Verfiahren geeignet, bei deneh eine Polymerisation oder 
Polykondensation von Monomeren und/oder Oligomeren in Anwesenheit 
des Losungsmittels erfolgen kann oder bevorzugt Verfahren, bei denen 
Prapolymere oder Monomere und/oder Oligomere aus dem Losungsmittel 
auf den Formkorper aufgefallt werden konnen. 

In beiden Fallen ist welterhin darauf zu achten, dass die Beschichtung des 
Formkorpers nichtzu einem ubermaBig dicken Polymertibeizug auf der 
AuBenwand des Formkarpere fflhrt. Da die Formkoq?er zum Einsatz In der 
Chromatographie in der Regel mit einem Siulenmantel fltlssigkeitsdicht 
umschlossen werden mflssen und mit Anschliissen far Elutionsmittelzu- 
und ablauf versehen werden mQssen. wOrde eine dicke und gegebenenfalls 
unregelmassige Beschichtung der Auftenwand eine Ummantelung stark 
erschweren. In der Regel mOsste die Beschichtung der Auftenwand 
zunachst entfemt werden. Das wiederum kann die AulSenwand des 
Formkorpers beschSdlgen. 

Daher wird die Beschichtung der Formkdrper erfindungsgemaB bevorzugt 
bereits In elner Ummantelung durchgefQhrt, die zumindest die Langsseite 
des Formkorpers dicht umschlie&t Die Ummantelung sollte inert gegenuber 
den bei der Beschichtung beteiligten Reagenzien und Losungsmitteln sein. . 
Die Beschichtungslosung kann dann bevorzugt, ahnlich wie bei einer 
Chromatographiesaule, uber geeignete AnschlQsse in den ummantelten 
FormkSrper gepumpt werden. 

Genauso kann die Beschichtung erfolgen, in dem ein nicht ummantelter 
Formkorper for die Beschichtung in ein inertes Losungsmittel eingebracht 
wird. Dabei wird der Formkorper zunSchst mit der Beschichtungslosung 
getrankt. Anschlieftend wird er zur Durchfilhrung der Beschichtung 
maglichst vollstandig in ein inertes Losungsmittel getaucht. Inert bedeutet in 
diesem Fall, dass das Losungsmittel nicht an der Polymerisation oder 
Polykondensation beteiligt ist. 
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Zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens kann es 
gegebenenfalls notwendig sein, den Formkorper vor dem Befallen mit der 
Beschichtungslosung chemisch zu modlfizleren, urn die Oberflache des 
anorganischen Materials mlt funktionellen Gruppen zu versehen. die zur 
Physi- Oder Chemisorption der organischen Polymerbeschichtung 
notwendig slnd. Geeignete Verfahren sind dem Fachmann auf dem Gebiet 
der Sorbenzien bekannt. Zur Einfuhrung der funktionellen Gruppen eignen 
slch im Prinzip die Reaktlonen, die auch zur EinfQhnjng von 
Separationseffektoren in chromatographische Tragermaterialien verwendet 
werden. FOr Formkorper auf Basis von Si0 2 ist dies insbesondere die 
Umsetzung mit geeignet funktionalisierten Silanen. Die Silane kfinnen 
belspielsweise polymerisationsfahige Gruppen tragen, die bei der 
Aufpolymerisation von Monomeren und/oder Oligomeren elne kovalente 
Anbindung an den Formkorper ermdglichen. Verfahren zur EinfOhrung 
derartiger Funktionalitaten werden beispielsweise in WO 94/19687 
offenbart. 



Genauso kann esfQr eine homogene Beschichtung der Formkorper 
vorteilhaft sein, einen geeigneten Radikalstarter vor dem Tranken des 
Formkerpers mit der Beschichtungslosung homogen auf der Oberflache 
des Formkerpers zu verteilen, insbesondere durch kovalente Anbindung an 
den Formkorper. 



25 Zur Beschichtung der anorganischen Formkorper mit dem organischen 
Polymer wird der FormkSrper zunachst mit einer BeschichtungslSsung 
getrankt. Dies kann z.B. durch Eintauchen des Formkorpers in eine 
entsprechende LOsung erfolgen oder, im Falle eines ummantelten 
Formkerpers durch Durch- bzw. Aufpumpen der Beschichtungslosung. 

30 

Die Beschichtung des Formkorpers erfolgt dann je nach Art der 
Beschichtungslesung. Enthalt die Beschichtungslosung PrQpolymere, 
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werden diese unter geeigneten Bedingungen auf den Formkorper 
aufgefallt. Wird eine Chemisorptlon der Prapolymere angestrebt, kann 
diese beispielsweise durch Temperaturerhahung, Temperaturemfedrigung, 
Bestrahlung oder Zugabe von Reagenzien erfolgen, die die chemische 
5 Reaktion zwischen Formkorper und Prapolymer starten. 

Als besonders vorteilhaft zur Herstellung einer homogenen Beschichtung 
hat sich eine Verfahrensvariante erwiesen, bei der die Prapolymere aus der 
Beschichtungslosung durch Unterschreitung des Loslichkeitsproduktes 

10 ausgefallt werden, bevorzugt durch Temperaturerniedrigung. Hierbei 

entsteht durch die starke Temperaturerniedrigung eine Qbersattigte Losung, 
aus der die Prapolymere sich gleichmaliig auf dem Formkdrper ablagern. 
Bei diesen Verfahrensvarianten kann die Geschwindigkeit der Ausfallung 
z.B. durch die Geschwindigkeit derTemperaturveranderung gesteuert 

15 werden. 

Bei Prapolymeren, die in der Beschichtungslosung unloslich sind und daher 
als Suspension aufgetragen werden, kann auch eine Erhohung der 
Temperatur gegebenenfalls eine gleichmaftige Beschichtung des 
20 Formkorpers bewirken, insbesondere, wenn die PoJymere durch die 

Temperaturerhohung schmeizen und sich dadurch auf der Oberflache des 
Formkorpers ablagern. 

Sollen die Prapolymere kovalent an den FormkQrper gebunden werden, 
25 kann die Anbindung nach der Ausfallung durch geeignete Initiierung, wie 
Bestrahlung, Zugabe von Reaktionsstartem etc., gestartet werden. 

Fur die Polymerisation oder Polykondensation von Monomeren und/oder 
Oligomeren kann die Beschichtungsreaktion beispielsweise durch Variation 
*0 der Temperatur, Bestrahlung oder Zugabe eines Radikalstarters inttiiert 
werden. 
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Als besonders vorteilhaft haben sich hfer Verfahren erwiesen, bei denen die 
Monomeren und/oder Oligomeren z.B. durch Temperaturerniedrigung 
zunachst durch Urrterschreitung des Loslichkeitsproduktes aus der 
Beschichtunglosung ausgefallt werden und erst nach der Ausfallung 

5 polymerisiert Oder polykondensiert werden . Auf diese Weise kann eine 
besonders homogene Verteilung des Polymers auf der Oberflache des 
Formkorpers erzeugt werden. Falls Radikalstarterfurdie Initiierung der 
Polymerisation benotigt.werden, kSnnen diese vorab auf den Formkdrper 
aufgebracht werden, mit den Monomeren und/oder Oligomeren ausgefallt 

1 0 werden oder auch in geldstem Zustand in der Beschichtungslosung 
verbleiben. 

Genauso vorteilhaft ist es, das organische Polymer in situ in der 
Beschichtungslosung zu bilden und dieses dann auf den Formkdrper 

1 5 aufzufallen. Dies ist beisplelsweise m5glich, wenn durch die 

Molekulargewlchtserhohung eine Unterschreitung der Loslichkeit erzeugt 
wird und das Polymer aus der Beschichtungslosung ausfSllt und sich auf 
dem Formkorper ablagert Genauso kann die Ausfallung wie im Falle einer 
Beschichtungslosung, die bereits Prapolymere enthalt, durch eine 

20 Temperaturerniedrigung erreicht werden. 

Sollen die aufgefallten Polymere kovalent an den Formkorper gebunden 
werden, kann die Anbindung nach der Ausfallung durch geeignete 
Initiierung, wie Bestrahlung, Zugabe von Reaktionsstartem etc.. gestartet 
werden. 

25 

Die Dauer der Beschichtung ist abhangig von der Art der 
Beschichtungsreaktion. 

Es ist zudem moglich, nacheinander mehrere, auch unterschiedliche, 
30 Polymerschichten auf den Formkorper aufzutragen. 
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Nach Beendigung der Beschichtung wird der Formkarper grtindlich mit 
geeigneten LSsungsmitteln gespiilt. um ReaktionsrQckstande, wie nicht 
abreagierte Monomere Oder nicht adsorbiertes Polymer, zu entfemen. 

Anschlleflend wfrd der beschichtete Formkfirper, bevorzugt im Vakuum, 
getrocknet. 



Die erfindungsgemafi beschichteten Formkorper kGnnen direktfur 
chromatographische Trennungen eingesetzt weixien Oder zuvbrmit 
Separationseffektoren funktionalisiert werden. Dies sind beispielsweise 
ionfsche, hydrophobe, chelatisierende oderchirale Gruppen. Verfahren zur 
EinfQhrung derartiger Funktionalrtaten sind dem Fachmann auf dern Gebiet 
der chromatographischen Tragermaterialien bekannt. 

Besonders geeignet sind die erfindungsgemaBen Formkorper fur die 
Biochromatographie, da sie sich bei Veiwendung basenstabiler organischer 
Polymere durch eine gute Basenstabilitat auszeichnen und zugleich gute 
Trennleistungen und einen geringen Saulenruckdruck zeigen. 

Weitertiln kOnnen die erfindungsgemalJ beschichteten Formkarper als 
FestphasefQr die Immobilisierung von Katalysatoren, z.B. Biokatalysatoren 
wie Enzymen, eingesetzt werden. Auch konnen geeignet funktionaiisierte 
Formkarper als ReaktfonspartnerfOr die DurchflulJsynthese dienen. 

Auch ohne weitere Ausfuhrungen wird davon ausgegangen, daft ein Fach- 
mann die obige Beschreibung im weitesten Umfang nutzen kann. Die 
bevorzugten AusfQhrungsformen und Beispiele sind deswegen lediglich als 
beschreibende, keineswegs als In irgendeiner Weise limitlerende Offen- 
barung aufeufossen. 



10 



15 



•j. fli rtl. i fj.rA 



. 31. OKI. 2002 14:58 0049 6151 727191 " ~~~ NR. 753 — 8. .20 

I0^31a nm.doc * ■» 




-14- 



Die vollstandige Offenbarung aller vor- und nachstehend aufgefOhrten 
Anmeldungen, Patents und Veroffentfichungen ist durch Bezugnahme in 
diese Anmeldung eingefuhrt. 

5 Beisplele 



Beispiel 1: Veraleich der Eigenschaften eines C18-funktionalisierten 
Formkorpers mit einem erfindungsgemafien polymerbeschichteten 
Formkorper 

1.1 Herstellung von Monolithen mit Standard-C18~Modifizierung 

Die Ubiiche Methode zur Abschirmung einer Kieselgeloberflache in der 
Chromatographie ist die Oberflachenmodifizierung unter.Reaktion mit 
einem hydrophoben Silan. 

Dafur werden 6 gut getrocknete (100°C im Vakuum) pordse monoiithische 
Silika-Formkorper (Herstellung entsprechend WO 98/29350; Lange 15cm), 
die eine spezifische Oberfiache von 300 m 2 /g und ein Porenvolumen von 
1ml/g aufwiesen, in ein Reaktionsgemisch von 100 ml Toluol und 15ml 
Octadecyldimethylchlorsilan gestellt. Um die Luft aus dem Formkorper zu 
entfernen wird das Reaktionsgemisch evakuiert und mit Stickstoff wieder 
beluftet Die Reaktion eriblgt durch Emitzen fiir24 Stunden auf 1 10°C. 
Nach der Reaktionszeit werden die Formkdrper entnommen und durch 
Extraktion mit Toluol von nicht reagiertem Silan befreit. Nach Trocknung bei 
100°C im Vakuum wird eine Gewichtszunahme von 20% festgestelit. 
Der Messung der Elementaranalyse ergibt einen Gehalt von 16,2% 
Kohlenstoff. 



1.2 Herstellung von Formkorpern mit einer Polymerbeschichtung aus 
Styrol/Divinylbenzol 

Die Beschichtung der Kieselgeloberflache der Formkorper (gleiches 
Ausgangsmaterial wie unter 1 .1) erfolgt durch Polymerisation einer 
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Mischung aus Styrol und Divinylbenzol. Dazu wird zunachst eine 
Monomennischung aus 12 g Styrol und 6 g Divinylbenzol mit 0,5 g 
Azoisobutyronitril in 50 ml Toluol heigestellt. 

6 gut getrocknete (100°C im Vakuum) Silika-FormkQrper von 15cm Lange, 
5 die eine spezifische Oberflache von 300 m 2 /g und ein Porenvolumen von 

1ml/g aufweisen. werden in das Reaktionsgemisch gestellt. Um die Luft aus 
den FormkSrpern zu entfernen, wird das Reaktionsgemisch evakuiert und 
mit Stickstoff wieder beluftet. 

Zur Polymerisation werden die getrankten Stabe dann in eine 

1 0 Reaktionsapparatur mit frlschem, auf 80°C vorgeheiztem, Toluol gestellt. 
Der Grund dafiJr ist, dass nur die Beschichtungslosung im Inneren des 
Formkerpers zur Reaktion gebracht werden soli, damit nicht eine aufcere 
Polymer-Schicht auf dem Formkdrper und/oder Losungspolymer die 
Reinigung erschweren und die spatere Bestandigkeitsuntersuchung 

15 verfalschen. 

Nach 5 Stunden bei 80°C werden die Formkdrper entnommen und durch 
Extraktion mit Toluol von nicht abreagiertem Monomer und nicht 
adsorbiertem Polymer befreit. Nach Trocknung bei 100°C im Vakuum wird 
eine Gewlchtszunahme von 6% festgestellt. 

20 per Messung der Elementaranalyse ergibt einen Gehalt von 5,5% 
Kohlenstoff. 

1.3 Umsetzung eines ummantelten Formkorpers, der eine 
polymerisierbare Funktionalisierung tragt, mit Styrol /Divinylbenzol 

15 Die Beschichtung der Kieselgeloberflache erfolgt in diesem Fall durch eine 
in-Situ Polymerisation von einer Mischung aus Styrol und Divinylbenzol. 
Um das Polymer kovalent anbinden zu konnen, wurde der Formkfirper 
zunachst mit einer Mischung aus Toluol und Methacryloxypropyltrimethoxy- 
silan umgesetzt. 

10 

Ein gutgetrockneter. zuvor mit PEEK ummantelter, Formkorper von 10cm 
LSnge (Herstellung entsprechend WO 98/29350), der eine spezifische 
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Oberflache von 300 m7g und ein Porenvolumen von 1ml/g aufweist, wird in 
einem HPLC Ofen auf 80°C temperiert. Eine Mischung aus 20 g Toluol und 
2 g Methacryloxypropyltrimethoxysilan wird mlt einem FIuss von 0,5 
ml/Minute durch den Formkorper gepumpt und anschliellend mit Toluol 

5 nachgewaschen. 

Im Anschluss wird elne Monorhermischung aus 6 g Styrol und 3 g 
Divlnyibenzol mit 0,5 g Azoisobutyronitril in 50 ml Toluol hergestellt. Das 
zuvor entgaste Reaktionsgemisch wird mit einem FIuss von 0,5 ml/Minute 
durch den Formk5rper, der in einem HPLC Ofen auf 80°C temperiert 

1 0 wurde, gepumpt Zur Entfernung von nicht abreagiertem Monomer und 

nicht adsorbiertem Polymer wird im Anschluss der Formkorper noch mit 50 
ml Toluol bei 80°C gespult. Nach Trocknung bei 100°C im Vakuum wird 
eine Gewichtszunahme von 1 0% festgestellt. 
Der Messung der Elementaranalyse ergibt einen Gehalt von 9,3% 

15 Kohlenstoff. 

1 .4 Test auf Stabilitat der Polymerschicht 
A) Statische Testung 

ZurTestung derAbschirmung der Kieselgeloberflache und Untersuchung 
20 auf Glelchmafiigkeit und Dichtigkeit der Polymerbeschichtung werden die 
Formkorper einer Natronlaugebehandlung ausgesetzt Da Kieselgel eine 
hohe Loslichkeit in Natronlauge aufweist, muss die Oberflachenbelegung 
sich reduzieren, wenn das Tragermaterial angegriffen und aufgelest wird. 

25 Zur Testung werden die Formkorper in 100 ml einer Losung aus 4 g NaOH 
in 1 1 Wasser (0,1 N Natronlauge) gestellt und nach 1h, 5h und 24h jeweils 
Proben zur Untersuchung abgenommen. Die Muster werden durch 
intensives Extrahieren mit Wasser von loslichen Anteilen und restlicher 
Natronlauge befreit. Im Anschluss werden die Formkorper zunSchst mit 

30 Methanol und dann mit Toluol extrahiert, urn nicht mehr adsorbierte 
Polymeranteile zu entfemen. 
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Die erhaltenen Muster werden getrocknet und durch Elementaranalyse 
untersucht 

Als Vergleich wurde der Versuch auch mit einer 1 N Natronlauge-Lsg. 
durchgefQhrt. 



10 



B) Dynamische Testung 

Als Erganzung wird der PEEK ummantelte Formkerper mit einer Losung 
aus 4 g NaOH in 1 1 Wasser (0,1 N Natronlauge) 24 Stunden mit einem 
Fluss von 0.2 ml/Minuten durchpumpt und durch Nachwaschen mit Wasser, 
Methanol und Toluol gewaschen. 



15 



20 



25 



30 



C) Ergebnis der Testung 

Tabelle 1 zeigt den verbleibenden Kohlenstoffgehalt der Formkorper bzw. 
ihre Beschaffenheit nach unterschiedlich langer Behandlung mit 
Natronlauge: 

FK1 : C18 funktionalisierter Formkorper 

FK2: mit Styrol/Divinylbenzol in Toluol beschichteter FormkSrper (nach 
Beispiel 1.2) 

FK3: mit Styrol/Divinylbenzol in Ummantelung beschichteter Formkorper 
(nach Beispiel 1.3) - hier konnte nur ein Wert ermittelt werden, da der 
Formkorper fur die Bestimmung des Kohlenstoffgehaltes aus der 
Ummantelung herausgebrochen werden musste. 

FK1 I FK2 I FK3 



Ausgangswert 



1h (0,1 N NaOH) 



5h(0,1N NaOH) 



16.2% 



5,5% 



10,5% 



5,5% 



24h(0,1NNaOH) 



stark angeldst 



5,4% 



1h (1N NaOH) 



5h (1N NaOH) 



24h(1NNaOH) 
Tabelle 1 



zerstort 



5,4% 



stark angeldst 



zerstort 



zerstort 



5,4% 



5,3% 



5,3% 



9.3% 



9,2% 
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Es konnte festgestellt werden, dass ein C-18 funktionalisierter Formkarper . 
in Natronlauge deutlich an Masse und somit auch an 
Kohlenstoffmodifizierung verliert und teilweise zerstort oder komplett 
5 aufgelost wird. Dem gegenQber zeigen die polymerbeschichteten Muster 
eine gute Stabilitat gegenQber der Natronlauge. Der Versuch zeigt, dass es 
durch die Beschichtung eines anorganischen Monolithen mit einem 
Polymer moglich ist, ein Misch-Material mit neuen Eigenschaften 
heizustellen. 

10 

Durch die Stabilitatsprufung in alkalischer Losung kann die Verkapselung 
der Formkorper durch die Polyrnerbeschichtung gezeigt werden. Es ist aber 
durchaus fOr manche Anwendungen auch sinnvoll, Beschichtungen mit 
Polymeren zu verwenden, die in Natronlauge instabil sind. 
15 Dabei ist z.B. auch an die Herstellung von biokompatiblen Oberflache mit ; 
hydrophilen Polymeren zu denken oder mit Polysachariden. 
Das Beispfel schrankt auch nicht die Herstellung von Polymeren auf 
anderen anorganischen Tragem ein. 

20 1 .5 BET Untersuchung 

Die im beschichteten Formkorper FK2 wurden durch eine Messung der 
spezifischen Oberflache und des Porenvolumens charakterisiert. Dabei 
ergab sich eine Oberflache von 280m a /g und ein Porenvolumen von 
0,92ml/g. 

25 Mit dem Ergebnis konnte gezeigt werden. das die Poren des Formkdrpers 
nicht „zupolymerisiert'* wurden, sondern sich eine gleichmaBige Schicht auf 
der Oberflache gebildet hat. Somit sind die Poren des FormkOrpers nicht 
vollstandig mit Polymer gefullt. 

30 
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Beispfel 2 Herstellung von beschichteten Fremdkorpern durch 
AusfaJlung von Prapolymeren 
2.1 Synthese 

Die folgenden Reaktionen wurden in einer Apparatur nach Abbildung 1 
durchgefOhrt. Der Formkorper (1) 1st mit einer druckstabilen Ummantelung 
(2) umgeben. Die Beschichtungslosung, sowie weitere Waschldsungen etc. 
werden in Behalter (3) vorgemischt und mittels einer Pumpe (4) Ciber ein 
Druckreservoir (5) in einen Voriagebehalter (6) aus druckfestem Stahl und 
von dort durch den Formkorper (1) in einen Abfallbehalter (7) gepumpt. 



Zunachst wird der FormkSrper (Chromolith®, Firma Merck KGaA, 
Darmstadt, Material Si02; Innendurchmesser ID = 4,6 mm; Lange 
L - 25 mm) mit dem verwendeten Losungsmittel DMF konditioniert. Somlt 
liegt ein vollstandig mit Losungsmittel getrSnkter Formkorper als 
15 Ausgangsmaterial vor. 



Es wird eine Beschichtungslosung aus Poly(methacrylat)-Lesung 
(Konzentration c = 10 mgmr 1 ) in Dimethylformamid DMF (p.a.) hergestellt 
und in den Voriagebehalter (6) gegeben. Mittels einer HPLC-Pumpe (Marke 
Bischoff), wird in dem teilweise mit Luft gefiillten Druckreservoir (5) Druck 
erzeugt und somlt die Beschichtungsiesung in den Formkorper gedriickt. 
Da Luft als DruckvermitUer fungiert (Luftpolster), ist slchergestellt, daft die 
Konzentration des Polymers bei diesem Verfahren konstant bleibt. Der hier 
aufeuwendende Druck betnagt - 0,4 bar bei einer FluSrate von 1 mlmin* 1 . 
Das Volumen der nun im Formkorper befindlichen Losung betragt ca. V = 
0,33 ml. Nach Durchfluft von 3 ml wird der Formkorper abgenommen, 
mittels Verschraubungen dicht verschlossen und anschlieftend fur 40 min in 
das vorbereitete bei -55 °C temperlerte Kaltebad (Methanol/Trockeneis) 
gegeben. Danach wird das Losungsmittel mittels einer Vakuumlinie bei 40 
°C, 1 Torrfur 12 h, entfemt. 
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In ahnf icher Weise kann die Beschichtung statt mit Poly(methacryiat) 
[PEMA] z.B. auch mlt Poly(2-hydroxyethylmethacrylat) [P2HEMA], einem 
Copolymer aus 2-Hydroxyethylmethacrylat und Ethylmethacrylat [P2HE.-E] 
Oder Poly(octadecylmethacryJat) [POMA] erfolgen. 

2.2 Kohlenstoffgehalt und Morphologie 

Der Qber Elementaranaiyse bestimmte Kohlenstoffgehalt der beschichteten 
Formkorper ist In Tabelle-2 aufgefGhrt 





P2HEMA 


P2HE.-E 


PEMA 


POMA 


|%C 


0,97 


1,78 


2,14 


1,05 J 


labelled " 





15 



20 



25 



Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen (REM) zeigen, dass bezClglich 

der Morphologie kein Unterschied zwischen den beschichteten und den 

unbeschichteten Formkdrpern besteht. Die Makroporenstruktur der 

Formkorper bleibt erhalten. AbbikJung 2 zeigt den Vergleich einer REM- 

Aufnahme eines unbeschichteten Formkorpers (Chromolith® der Firma 

Merck KGaA) (Figur 2 A) und eines mit einem Copolymer aus 2- 

Hydroxyethylmethacrylat und Ethylmethacrylat beschichteten Formkorpers 
(Figur 2 B). 

2.3 Chromatographisches Verhalten 

Vor den chromatographischen Tests wind der nun mit Poly(methacrylat) 
beschichtete Formkorper noch 1 h mit der mbbilen Phase bei 1 mimin' 1 
konditioniert ' 



30 



Fur die chromatographischen Untersuchungen wurden drei ausgewShlte 
Proteine: Lysozym. Cytochrom C, Myoglobin (LCM-Testgemisch) als 
Testmischung verwendet 
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Die Proteine wurden in Wasser ohne Trifluoressigsaure (TFA)-Zusat2 
gelost. Als mobile Phase wurde ein organisch-wassriger Eluent rnit TFA- 
Zusatz im Gradienten-Modus verwendet 

5 FlulJ: 1 ml/min; Detektion: 215 nm, 400 nm; 

Raumtemperatur 
Injektfonsvolumen: 5 pi 

von 95/5 % (v/v) A/B in 5 min zu 5/95 % (v/v) A/B; mit 
A: Wasser + 0.1 % TFA, 
1 0 B: Acetonitril + 0,09 % TFA 

Der Gegendruck betrug fur Poly(methacrylat)-beschichtete Formkfirper ca. 
20bar, fur den unbeschichteten Formkorper (Chromolith®) ca. 30bar. 

15 

Die erhaltenen Chromatogramme zeigen, dass sich die Elutionsprofile der 
Proteinmischung wie erwartet in Abhangigkeit von der Hydrophobie der 
Beschichtung andern, Die Trennleistung und dergeringe SaulenrQckdruck 
belegen die gute Eignung der erfindungsgema&en Materialien als Sorbens 
« n far die Chromatographie. 



25 
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Anspruche 

1. Formkorper bestehend aus einem porosen anorganischen 
monolithischen Formkorper, der mit mindestens einem organischen 
5 Polymer beschichtet 1st. 



v 2. Formkorper nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass der porose 
anorganische monolithische Formkorper aus SiO a besteht. 

3. Formkorper nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet. dass der 
porose anorganische monolithische Formkorper eine bimodale 
Porenstruktur mit Mesoporen mit einem Durchmesserzwischen 2 und 100 
nm und Makroporen mit einem mittieren Durchmesser von uberO,1 pirn 
aufWeist. 

4. Formkarper nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass es sich bei dem organischen Polymer urn Polystyrol 
und/oder Polymethacrylat handelt. 

5. Formkorper nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass das organische Polymer auf dem anorganischen 
Formkorper physisorbiert ist 



6. Verfahren zur Hersteilung von porosen anorganischen monolithischen 
FormkOrpern, die mit mindestens einem organischen Polymer beschichtet 
sind, durch 

a) Bereitstellen eines porosen anorganischen monolithischen Formkorpers 

b) TrSnken des porosen anorganischen monolithischen Formkorpers aus 
Schritt a) mit einer BeschichtungslOsung enthaltend zumindest 
organische Prapolymere oder organische Mono- und/oder Oligomere. 
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c) Beschichtung des Formkorpers, wobei der Formkorper wahrend der 
Beschichtung zumindest an den Langsseiten mit einem inerten Material 
dicht ummantelt ist Oder in einem inerten Ldsungsmittel gelagert wird 

d) Waschen und Trocknen des Formkorpers aus Schritt o) zur Entfemung 
von ReaktionsrUckstanden und Ldsungsmittel 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Schritt c) 
die Prapolymere oder Monomers und/oder Oligomere aus der 
Beschichtungslosung auf den anorganischen Formkorper aufgefallt werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet. dass das Auffallen 
durch Temperaturerniedrigung erfolgt 

9. Verwendung eines Formkorpers nach einem oder mehreren der 

1 5 Anspruche 1 bis 5 zur chromatographischen Trennung mindestens zweier 
Substanzen. 
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Zusammenfassung 

Die vortiegende Erfindung betrifft anorganische monolfthische Formkorper, 
deren Oberflache mit physi- oder chemisorblerten organischen Polymeren 
5 beschichtet ist, sowie Verfahren zur Herstellung derartiger Materialien. 
Die erfindungsgemaBen Materialien eignen sich hervorragend als 
Sorbenzien ftlr die Chromatographie, insbesondere fur die 
HochdruckflQssigkeitschromatographie von biologischen Materialien. 

10 
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